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(57) Abstract 

R-Chk-CH-COOH 

The invention concerns a method for detecting and identifying and/or quantifying / L I J 

an enzymatic activity such as deaminase of a micro-organism, which consists in NH2 
contacting an inoculum capable of containing a micro-organism with a deaminase activity 

with a culture medium for micro-organisms. The invention is characterised in that the culture medium comprises at least a detecting agent for 
determining, by forming a coloured product with a colour reagent, an enzymatic activity such as deaminase, said detecting agent comprising 
at least one compound of general formula (I): said detecting agent is an L^~amino acid of general formula (I) in which R represents a cyclic 
amino acid radical, substituted by 1 to 3 groups X, identical or different; X represents a group limiting diffusion of a-keto acid produced 
by the deamination of the cyclic amino acid; the compound of formula (I) capable of being substituted by different groups not interfering 
with the function of group X. The invention also concerns a detection agent and a culture medium comprising at least a detecting agent. 



(57) Abrege 

Proc6d6 de detection et d* identification et/ou quantification d'une activite enzymatique de type deaminase de micro-organisme, selon 
lequel on met en contact un inoculum susceptible de contenir un micro-organisme ayant une activity deaminase avec un milieu de culture 
pour micro-organismes, caracteris6 en ce que le milieu de culture comprend au moins un agent de detection permettant de mettre en 
evidence, par formation d'un produit colore* avec un agent r6v61ateur, une activite* enzymatique de type deaminase, ledit agent de detection 
comprenant au moins un compose" de formule g£n£rale (I), ledit agent de detection est un L-acide amine cyclique de formule generate (I) 
dans laquelle R repn£sente un radical d'acide-amine* cyclique, substitue par 1 a 3 groupements X, identiques ou diffdrents, X repr6sente 
un groupement limitant la diffusion de Fa-k6to acide produit par la desamination de l'acide-amine cyclique, le composd de formule (I) 
pouvant etre substitue par differents groupements n'interf6rant pas avec la fonction du groupement X. Agent de detection et milieu de 
culture comprenant au moins un agent de detection. 
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PROCEDE ET AGENT DE DETERMINATION D'UNE ACTIVITE ENZYMATIQUE DE TYPE DESAMINASE 

La presente invention concerne un procede de detection et 
5 d'identification et/ou quantification d'une activite enzymatique de type 
desaminase dans un milieu de culture pour micro-organismes, les composes 
et agents de detection adaptes a ce procede, ie procede de preparation de ces 
composes et agents de detection, ainsi que les milieux de culture pour mettre 
en oeuvre ledit procede. 

10 La detection et I' identification des micro-organismes sont tres 

importantes notamment en medecine, dans Tindustrie agro-alimentaire, pour le 
controle de I'environnement (eau...). Les micro-organismes peuvent etre 
recherches pour leur pathogenicity, comme indicateurs de contamination, pour 
le suivi de procedes de fabrication et autre. 

15 Les techniques de detection et d'identification des micro- 

organismes sont actuellement basees sur la recherche de sequences 
nucleotidiques caracteristiques, la recherche d'antigenes ou d'anticorps, (a 
culture en milieu selectif ou non, ou encore sur la recherche d'activites 
metaboliques et notamment enzymatiques (par exemple activites osidases, 

20 esterases, peptidases, oxydases, etc.). 

Le plus souvent les procedes de detection et d' identification et/ou 
quantification des micro-organismes associent plusieurs de ces techniques. La 
culture est ainsi utilisee pour multiplier et selectionner les micro-organismes 
recherches. Afin de simplifier leur detection, il a ete propose de mettre en 

25 evidence des activites biochimiques en introduisant des molecules produisant 
une coloration ou une fluorescence, directement dans le milieu de culture. De 
tels milieux sont appeles milieux de detection. Les activites biochimiques 
peuvent etre mises en evidence par diverses methodes telles que : 

-la modification physico-chimique du milieu : changement de pH 

30 en presence d'un indicateur colore, ou fluorescent (methyl-umbelliferone,...), 

-le changement du potentiel redox revele a Taide d'un indicateur 
colore (sels de tetrazolium, ...) ou fluorescent (EPO-424 293), 

-Phydrolyse de molecules liberant un compose colore ou 
fluorescent (indoxyle, naphtol, coumarine...), 
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-la reaction d'une molecule produite par les micro-organismes 
avec un compose present dans le milieu et resultant en une coloration 
(detection d'indole, James et ai, 1986). 

On sait que les milieux gelifies (ou solides) sont particulierement 

5 bien adaptes a la culture et a I'isolement des micro-organismes a partir d'un 
prelevement, ainsi qu'a la detection de micro-organismes "cibles" au sein d'un 
melange de taxa de micro-organismes. 

On connait un procede de differentiation des bacteries du groupe 
Proteus des autres enterobacteries (Sverre Dick Henriksen, State Institute for 

10 Public Health, Bacteriological Department, Oslo, Norway, 6 juin 1950). Ce 
procede met en oeuvre une quantite egaie, en milieu gelose, de D- et L- 
phenylalanine en presence de sel de fer. La reaction coloree verte obtenue, en 
comparaison avec le test de I'urease, bien que positive pour identifier le 
groupe Proteus, est presentee comme etant un test lourd a mettre en oeuvre. 

15 On connait encore le document de GIAMMANCO & PIGNATO 

(" Rapid identification of micro-organisms from urinary tract infections by beta- 
glucuronidase, phenylalanine deaminase, cytochrome oxidase and indole tests 
on isolation media JOURNAL OF MEDICAL MICROBIOLOGY, vol.41, No 6, 
decembre 1994, pages 389-392) qui divulgue, pour la detection d'une activite 

20 desaminase des bacteries du groupe des Proteeae, Tutilisation des acides 
amines naturels tels que le tryptophane et la phenylalanine, en combinaison 
avec un sel de fer (FeCb). 

On connait encore Le document de MANAFI & ROTTER (" A new 
plate medium for rapid presumptive identification and differentiation of 

25 Enterobacteriaceae INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD 
MICROBIOLOGY, vol.14, N°2, novembre 1991, pages 127-134) qui divulgue, 
pour la detection d'une activite desaminase des bacteries du groupe des 
Proteeae, I'utilisation du tryptophane seul avec du sel de fer (citrate de fer 
ammoniacal). Ce document mentionne, pour d'autres marqueurs d'activite 

30 enzymatique (4-methylumbelliferone, nitrophenyl), qu'une diffusion de ces 
marqueurs est penalisante. La seule solution pour en minimiser Teffet est 
d'incuber les milieux pendant un temps reduit. 

On connait encore le document de PELOUX & LEFORT (" Lysine 
deaminase of the Proteus-Providencia group by means of the Edwards and 

35 Fife lysine-iron medium. Practical value of this medium for differentiating 
enterobacteria FEUILL.BIOL, vol.13, N°68, 1972, pages 37-42) qui compare 
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I'activite de trois acides-amines (tryptophane, phenylalanine et lysine) pour la 
detection de la desaminase en association avec un sel de fer. 

On connait encore le document de SIVOLODSKII (" Modification of 
a method for the determination of tryptophan deaminase and phenylalanine 
5 deaminase content in bacteria LAB. DELO., N°3, 1982, pages 166-168) qui 
propose d'ajouter des hydrolysats enzymatiques de proteines, constitues de 
melanges d'acides amines natureis, de peptides et d'autres composes, pour 
detecter des activites tryptophane et phenylalanine desaminases. 

On connait encore la demande de brevet WO-A-92/00068, qui 
10 divulgue des composes histidine substitues agissant en tant qu'antagonistes 
des recepteurs de I'angiotensine II. Ces composes, selon la formule (I) et les 
exemples, comprennent entre autre la substitution du groupe amine ou 
carboxyle. 

On connait encore les brevets US-A-5,643,743 et US-A-5,41 1,867 

15 qui divulguent le tryptophane pour la detection de la tryptophanase, enzyme 
differente des desaminases. 

On connatt encore le brevet US-A-4,603,103 qui divulgue comme 
substrat pour detecter la phenylalanine desaminase, la D,L-beta-(p- 
nitrophenyl)-alanine. La lecture de la reaction est effectuee soit a 480 nm, 

20 sans ajout de revelateur pour la phenylalanine desaminase, soit par dosage de 
('ammoniac pour la leucine desaminase. 

On connait enfin le brevet US-A-5,541 ,802 qui divulgue, pour la 
detection des desaminases, les acides amines phenylalanine et tryptophane, 
qui permettent d'obtenir une couleur orangee qui diffuse dans le milieu. 

25 Soit ces documents divulguent I'utilisation d'acides amines naturels, 

ce qui est incompatible avec une limitation de la diffusion de Palpha-keto 
acide. La seule solution proposee par certains de ces documents revient a 
limiter le temps d'incubation, ce qui est tres prejudictable a la qualite de la 
detection. Or la limitation de la diffusion est un gage de differentiation de 

30 plusieurs colonies microbiennes presentes dans un meme milieu. Soit ces 
documents divulguent Tutilisation d'acides amines artificiels et modifies qui ne 
repondent pas a la formule (I) de Tinvention, et qui peuvent, en plus, proposer 
une application differente, comme par exemple Tantagonisme avec les 
recepteurs de Tangiotensine II. 

35 Malgre tous les tests biochimiques actuellement sur le marche, il 

s'avere qu r on ne dispose pas actuellement de moyens particulierement bien 
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adaptes et faciles a mettre en oeuvre, notamment en milieu gelose, pour 
detecter et identifier et/ou quantifier dans une culture plurimicrobienne une 
activite enzymatique de type desaminase de micro-organismes. 

La presente invention se propose done de resoudre ce probleme. 
5 Un premier objet de I'invention est un procede de detection et 

d'identification et/ou quantification d'une activite enzymatique de type 
desaminase de micro-organisme, selon lequel on met en contact un inoculum 
susceptible de contenir un micro-organisme ayant une activite desaminase 
avec un milieu de culture pour micro-organismes, 
to le milieu de culture comprenant au moins un agent de detection 

permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit colore avec un 
agent revelateur, une activite enzymatique de type desaminase, 

ledit agent de detection est un L-acide amine cyclique de formule 
(I) generate suivante: 
15 R-CH 2 -CH-COOH (I) 

NH 2 

dans laquelle: 

- R represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X, identiques ou differents, 
20 - X represente un groupement limitant la diffusion de I'ct-keto acide produit par 
la desamination de Tacide-amine cyclique, 

le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 
n'interferant pas avec la fonction du groupement X. 

On entend par " groupement limitant la diffusion ": 

25 - tout groupement de type hydrophobe limitant la diffusion dans un 

milieu hydrophile, ou 

- tout groupement permettant de s'associer, par des liaisons faibles, 
notamment hydrophobes, ou de se lier, par une ou des liaisons covalentes, 
notamment thiol, aux constituants des cellules des micro-organismes, tels que 

30 la paroi, la membrane, les proteines 

A titre de test definissant les groupements limitant la diffusion, on 
inocule en spot au centre de deux boTtes de petri respectivement un L-acide- 
amine cyclique et un agent de detection correspondant selon Tinvention. On 
mesure les diametres de la diffusion des a-ceto-acides produits par Tactivite 

35 enzymatique de type desaminase de Tinocculat. Le diametre de diffusion de • 
I'agent de detection selon ('invention doit etre inferieur a celui du L-acide-. 
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amine cyclique, il sera alors considere que Pagent de detection iimite la 
diffusion de Pa-ceto-acide produit par ia desamination du L-acide-amine. 

On entend par " Radical R d'acide amine cyclique les radicaux R 
cycliques ou heterocyciiques tels que indole, phenyfe, hydroxy-phenyle et 
5 imidazole, pouvant subir une reaction de substitution par le groupement X. 
Ces acides-amines comprenant les acides-amines naturels ou synthetiques, 
ou modifies, notamment par substitution. 

On entend par " groupement n'interferant pas avec la fonction du 
groupement X tout groupement qui n'empeche pas le groupement X de 

10 limiter la diffusion de P«-ceto-acide. 

Dans le precede selon ('invention, Pajout d'au moins un agent de 
detection dans des concentrations adaptees n'inhibe pas la multiplication des 
micro-organismes dans les milieux de culture appropries. On peut done utiliser 
I'agent de detection en Pajoutant au milieu de culture des micro-organismes 

15 avant le debut de la culture ou en debut de culture. 

L'un des avantages importants du procede utilisant des agents de 
detection selon ('invention est qu'en presence d'une activite enzymatique de 
type desaminase, il donne, apres ajout d'un agent revelateur, des produits 
colores qui ne diffusent pas dans le milieu, notamment dans un milieu gelifie. 

20 Le procede selon ('invention peut done avantageusement etre utilise 

en milieu gelifie. II peut aussi, bien entendu, etre utilise en milieu liquide ou sur 
support solide en I'absence de gelifiant 

Le procede selon ('invention permet, en milieu plurimicrobien, de 
detecter et identifier, voir meme quantifier les micro-organismes ayant une 

25 activite enzymatique de type desaminase, ceci sans interferer avec la 
detection d'autres micro-organismes. Au contraire, le procede selon 
('invention, permet, par le jeu des reactions enzymatiques produites, de reveler 
de maniere distincte, par des couleurs definissant le type de micro-organisme, 
le ou les micro-organismes presents dans le milieu. 

30 Le procede selon Finvention apporte done I'avantage, outre de 

detecter et d'identifier une activite enzymatique de type desaminase daps un 
milieu de culture, de permettre une mise en oeuvre simple et peu couteuse. 

Dans un mode de realisation preferentiel selon Pinvention, I'agent 
revelateur est un sel de cation. 

35 Le sel de cation, permettant de mettre en evidence Pagent de * 

detection par formation d'un produit colore, peut etre ajoute au milieu de - 
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culture en meme temps que I'agent de detection, ou bien apres la mise en 
culture des micro-organismes. En effet, rhomme du metier saura determiner, 
selon le milieu de culture utilise, si il est plus avantageux, ou si il est 
preferable d'ajouter le sel de cation en meme temps que I'agent de detection, ^ 
5 ou apres la mise en culture des micro-organismes. On prefere toutefois, 
notamment en milieu gelose, ajouter I'agent revelateur au milieu de culture en 
meme temps que I'agent de detection. 

La reaction qui s'effectue entre I'agent de detection et la 
desaminase, puis I'agent de revelation, en presence de flavoproteine, 
10 lorsqu'on utilise par exemple comme agent de detection la phenylalanine, est 
la reaction generale suivante : 



Phenyl-CH 2 -COOH + 1 / 2 0 2 **Phenyl-C-COOH + NH 3 
NH 2 (f 

15 

Uacide phenylpyruvique obtenu, qui est un alpha-keto acide, 
s'associe avec le chlorure de fer agissant comme agent chelatant, pour donner 
une coloration verte. Ainsi, quant un tube contenant une telle composition est 
expose a I'oxygene atmospherique, la densite de coloration augmente. 

20 Selon la nature de I'acide amine utilise, la couleur finale obtenue 

varie. Par exemple, dans le cas de Thistidine, la coloration est brune. 

Cette reaction est respectee dans le cas ou le groupement phenyle 
est remplace par un autre cycle et est substitue une a trois fois par un 
groupement X selon la formule (I). 

25 Les micro-organismes detectes et identifies et/ou quantifies par 

I'activite enzymatique de type desaminase selon le procede de Tinvention 
appartiennent notamment au groupe Proteus. 

Dans un mode de realisation tres preferentiel selon Tinvention, on 
ajoute egalement audit milieu de culture au moins un autre agent de detection 

30 permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit colore ou 
fluorescent, une activite enzymatique differente de celle mise en evidence par 
le compose de formule generale (I). II peut s'agir par exemple d'une activite 
esterase, osidase ou peptidase. On peut ainsi obtenir des informations 
supplementaires, en liaison avec une absence de coloration (ou de 

35 fluorescence) ou en liaison avec une coloration modifiee par rapport a la 
coloration obtenue avec un seul substrat nzymatique. Uautre agent de 
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detection choisi aura des proprietes differentes de celles des agents de 
detection de formule (I) selon invention. Par exemple, on choisira un autre 
agent de detection capable de donner un produit reactionnel ayant une 
couleur differente de la couieur obtenue avec les agents de detection de 
5 formule (I). L'autre agent de detection (ou second agent de detection) 
permettra done de reveler, grace a sa couleur propre, ou grace a sa 
fluorescence, la presence d'une activite enzymatique dont il est specif ique. Si 
I'activite enzymatique de type desaminase detectable par les agent de 
detection de formule (I) selon I'invention est egalement presente, et revelable 

10 par une couleur caracteristique, on obtiendra une coloration modifiee, 
differente de ladite couleur caracteristique et differente aussi de ladite couleur 
propre donnee par le second agent de detection. Des exemples d'utilisation de 
plusieurs agents de detection dans lememe milieu de culture sont donnes 
dans les exemples qui suivent. Bien entendu, les resultats peuvent varier avec 

15 d'une part le choix de r agent de detection selon I'invention que Ton utilise, le 
second (ou plus) agent de detection utilise et les differents micro-organismes 
presents dans le milieu de culture. 

Les autres agents de detection servant a mettre en evidence des 
activites enzymatiques differentes sont notamment, mais non exclusivement, 

20 des derives d'indoxyle, de coumarine, de resorufine, de naphtol, de 
naphtylamine, de nitrophenol, de nitroaniline, de rhodamine, 
d'hydroxyquinoleine, de fiuoresceine, etc... 

Parmi ces autres agents de detection qui peuvent etre utilises en 
association avec les agents de detection selon I'invention, on peut citer 

25 notamment le S-bromo^-chloro-S-indolyl-B-D-glucuronide, le 6-chloro-3- 
indolyl-fX-D-glucoside, la L-alanine-7-amino-4-methyl-coumarine, le 4-methyl- 
umbelliferyl-N-acetyl-R-D-galactosami-nide, le resorufine-S-D-galactoside, le 
sulfate de G-naphtyle, le naphtol AS-BI (i-D-galactoside, le L-gy&nine G- 
naphtylamide, TO-nitrophenol-li-D-galactoside, le carboxybenzoyle-L-arginine- 

30 p-nitroanilide, la rhodamine 110 bis-(L-leucine amide), et le diacetate de 
fiuoresceine. 

Un second objet de invention sont les composes ayant la formule 
generale (I) suivanje: 

R-CH r CH-COOH (I) 
35 tin 2 
dans laquelle: 
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. r represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X, identiques ou differents, 

- X represente un groupement limitant la diffusion de I'a-keto acide produit par 
la desamination de racide-amine cyclique, 

5 le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 
n'interferant pas avec la fonction du groupement X, 

a I'exception des composes im-benzyl-L-histidine, 1 et 3-methyl-L-histidine, O- 
benzyl-L-tyrosine, O-carboxybenzoyle-L-tyrosine, O-dansyl-L-tyrosine, O- 
methyl-L-tyrosine et 1- 4-, 5-, 6- et 7-methyl-L-tryptophane. 

10 

Un troisieme objet selon Tinvention est un agent de detection 
comprenant au moins un compose de formule generale (I) suivante; 
R-CH 2 -CH-COOH (I) 
NH 2 

15 dans laquelle: 

- R represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X, identiques ou differents, 

. X represente un groupement limitant la diffusion de I'a-keto acide produit par 
la desamination de racide-amine cyclique, 
20 le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 
n'interferant pas avec la fonction du groupement X. 

Dans un mode de realisation preferentiel, I'agent de detection 
comprend au moins un compose de formule generale (I) suivante: 
R-CH2-CH-COOH (I) 
25 NH 2 
dans laquelle: 

R est substitue par un groupement X et X est choisi parmi les 
groupements hydrophobes. 

Dans un mode de realisation encore plus prefere, I'agent de 
30 detection comprend au moins un compose de formule generale (I) suivante: 
R-CH 2 -pH-COOH (I) 

NH 2 
dans laquelle: 

R est substitue par un groupement X et X est choisi parmi le 
35 methyle, le benzyle, le carboxybenzoyle, le dansyl, le naphtalene-sulfonyle, le 
toluene-sulfonyle, le N-ind-mesitylene-sulfonyle. 
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On prefere encore plus particulierement que X soit choisi parmi le 
naphtalene-sulfonyle, le toluene-sulfonyle, le N-ind-mesityiene-sulfonyle. 

Parmi les composes synthetises, les meilleurs resultats ont ete 
obtenus avec le O-naphtalene-sulfonyl-L-tyrosine, le O-toluene-sulfonyl-L- 
5 tyrosine et le N-ind-mesitylene-2-sulphonyl-L-tryptophane. Grace a ces 
composes, il a ete possible de developper un milieu de culture gelose 
permettant de detecter une colonie exprimant une activite enzymatique de type 
desaminase, y compris au sein de culture pluri-microbienne. De plus, la 
coloration brune obtenue par ces composes, reste au voisinage de la colonie 
10 desaminase* et n'affecte pas I'aspect des colonies desaminase* meme 
proches. 

Comme exemple d'agent de detection particulierement preferes en 
milieu geiose, on peut citer: 

- le O-naphtalene-sulfonyl-tyrosine. 
15 - le 4-O-toluene-suifonyl-L-tyrosine. 

- le N-toluene-sulfonyle-L-histidine. 

On prefere particulierement egalement, en milieu iiquide, utiliser le 
N-toluene-sulfonyl-L-histidine. 

20 Un quatrieme objet selon I'invention est le procede de preparation 

des composes et des agents de detection selon Pinvention de formule 
generale (I) telle que definie respectivement precedemment, compren^pt '©s 
etapes suivantes: 

(a) - formylation du reste R, 
25 (b) - addition d'un sel de X sur le reste R formyle selon (a), 

(c) - deformylation reste R substitue selon (b). 

Un cinquieme objet selon I'invention est un milieu de culture de 
micro-organismes comprenant, outre les ingredients necessaires a fa culture 
30 desdits micro-organismes, au moins un agent de detection tel que defini 
precedemment. 

Les agents de detection de formule X-L~acide-amine cyclique sont ... 
utilises a des concentrations ponderales sufRsantes pour donner des reactions . 
colorees observables. Ces concentrations peuvent etre determinees par des . 
35 experiences de routine par Thomme du metier. 
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Dans un mode de realisation preferentiel, la concentration 
ponderale du ou des agents de detection dans le milieu de culture est 
comprises entre 0,025 et 5 g/l de milieu de culture. 

Dans un mode de realisation tres preferentiel, la concentration 
5 ponderale du ou des agents de detection dans le milieu de culture est 
comprises entre 0,1 et 2 g/l, de preference entre 0,3 et 0,6 g/l. 

Dans un autre mode de realisation preferentiel, le milieu de culture 
comprend egalement un agent revelateur, de preference un sel de cation, par 
exemple du citrate de fer ammoniacal. La concentration de r agent revelateur 
10 n'est pas limitante, elle peut etre inferieure, egale ou superieure a celle de 
Tagent de detection de formule (I). 

Dans un autre mode preferentiel de realisation selon I'invention, le 
milieu de culture est sous forme gelose. 

Dans un mode de realisation tres preferentiel selon I'invention, le 
15 milieu de culture comprend egalement au moins un autre agent de detection 
permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit colore ou 
fluorescent, une activite enzymatique differente de celle mise en evidence par 
le compose de formule generate (I). 

20 Comme exemple de milieu gelose, on peut incorporer du O-toluene- 

sulfonyl-L-tyrosine a 0,5 g/l et du citrate de fer a 0,5 g/l au milieu de culture, 



dans le milieu suivant : 

Extrait coeur-cervelle 5 g/l 

bio-Soyase 5 g/l 

25 Tampon Tris 1 g/l 

Phosphate monopotassique 1 g/l 

Agar 17,5 g/l, 



milieu que Ton peut inocculer avec differents micro-organismes a 
Gram negatif ou a Gram positif. Seules les souches appartenant au groupe 
30 Proteus torment des colonies brunes apres 1 8 a 24 heures d'incubation. Les 
souches n' appartenant pas au groupe Proteus forment des colonies qui 
conservent Paspect qu'elles ont sur le meme milieu depourvu de O-toluene- 
sulfonyl-L-tyrosine. 

Les caracteristiques et avantages de I'invention sont Nlustres par les 
35 exemples suivants. 

Exemple 1 
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Synthese du 2-O-naphtalene-sulfonyl-L-tyrosine 
Synthese de N-formyi-L-tyrosine. 

La L-tyrosine (60 g; 0,33 mole) a ete dissoute dans de I'acide 
formique 98% (400 ml) et refroidie a 10°C. L'anhydride acetique (192 ml; 1,73 
5 mole) a ete ajoutee en quatre parties pendant cinq minutes tout en maintenant 
une temperature de 10°C. Le melange a ensuite ete agite pendant 60 mn a 
10°C et maintenu ensuite a temperature ambiante pendant 30mn. De I'eau 
(192 ml) a ete ajoutee sous agitation a 10-15°C pendant 30 mn et ensuite le 
melange a ete soumis a evaporation jusqu'a I'obtention d'un residu sec sous 
10 pression reduite a 70°C. Le solide huileux residuel a ete dissout dans un 
volume minimal d'eau bouillante et ensuite refroidi pour produire de fins 
cristaux blancs de N-formyl-L-tyrosine(60,6g ; 88%). 



Synthese de N-formyl-0-(2-naphthalene-sulphonyl)-tyrosine. 

15 Procede A 

Le N-formyl-L-tyrosine (14,0 g; 0,0668 mole) a ete dissout dans de 
I'acetone (250 ml) et la solution a ete diluee avec de I'eau (190 ml). Le pH a 
ete ajuste a 9,7 par addition d'une solution carbonate de sodium sature et une 
solution de chlorure de naphthalene-2-sulphonyIe (15 g; 0,0668 mole) dans de 

20 I'acetone (42 ml) ensuite a ete ajoute goutte a goutte pendant 20 mn a 
temperature ambiante tout en maintenant le pH a 9,7 par ('addition de solution 
de carbonate de sodium. Le melange a ete agite pendant 60 mn et mis au 
repos pendant 12 heures, apres quoi I'acetone a ete en grande partie 
evaporee sous une pression reduite a 50°C. La solution residuelle a ete 

25 refroidie a 5°C et ensuite extraite avec de Tether (2x50 ml). La phase aqueuse 
a ensuite ete acidifiee jusqu'a I'obtention d'un pH de 3,5 produisant un 
precipite blanc dense qui a ete recueilli par filtration et seche dans une etuve 
sous vide a 60°C pour donner un solide blanc (24,57 g; 92%). 



30 Deformylation 

Le N-formyl-0-(2-naphthalene-sulphonyl)-tyrosine (24,57 g; 0,0615 
mole) a ete remis en suspension dans de I'acetone (105 ml) et ajoute en petite 
quantite a un melange de reflux d'acide chlorhydrique concentre (240 ml) et 
d'eau (240 ml). Le melange a ete chauffe sous reflux pendant 3 heures et 

35 ensuite vers§ dans de Teau (750ml) sous agitation et refroidissement a 10°C. 
Le pH a ete ajuste a 3,5 et le precipite blanc dense resultant a ete recupere 
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par filtration et seche dans une etuve sous vide a 50°C pour donner une 
poudre blanche propre (21,25 g; 94%). Le produit pourrait encore etre purifie 
par une solution d'hydroxyde de sodium aqueux et I'addition d'acide. Le 
rendement du produit sec etait de 79%. 
5 Le rendement total obtenu a partir de L-tyrosine est de 64%. 

Exemple 2 

Synthese du 4-O-tosyl-L-tyrosine 

La synthese du 4-O-toluene-suifonyl-L-tyrosine a ete effectuee 
selon deux procedes suivants : 
10 Procede A. 

Le compose a ete prepare conformement au procede decrit dans 
I'exemple 1 mais en substituant ie chlorure de naphathalene-2-sulfonyle par 
Tequivaient molaire de chlorure de toluene-sulfonyle. Le rendement total en 
produit etait de 56%. 
15 Procede B. 

Du pentahydrate de sulfate de cuivre (5 g; 20 mmol) a ete dissout 
dans de Teau (100 ml) sous agitation et une solution d'hydroxyde de 
potassium (2,25 g; 40 mmole) dans de Teau a ete ajoutee en continu. Apres 15 
mn, la suspension a ete mise a reposer, filtree et le residu a ete lave avec une 
20 petite quantite d'eau et ensuite partiellement seche pour produire un " residu 
bleu 

La L-tyrosine (7,2 g; 40 mmole) a ete remise en suspension dans de 
Teau (100 ml) et de Thydroxyde de potassium aqueux (3,36 g; 60 mmole) a ete 
ajoute. A cette solution chaude a ete ajoute de I'hydroxyde de cuivre prepare 

25 ci-dessus. La solution resultante bleue foncee du complexe de cuivre a ete 
acidifie soigneusement jusqu'a pH 8. Le precipite pourpre qui s'est forme 
progressivement a ete isole par filtration, lave avec de Teau et du methanol et 
seche a Tair pour donner 7,4 g de complexe. Celui-ci a ete remis en 
suspension dans du methanol (80 ml) et a une solution de carbonate de 

30 sodium (3,7 g; 35 mmole) a ete ajoute avec agitation. Le complexe de cuivre 
qui etait seulement dissout a necessite TutiHsation de methanol pour le 
clarifier. A la solution agitee, filtree a ete ajoute de fa^on graduelle une 
solution de chlorure de 4-toluene-sulphonyle (6,55 g; 35 mmole) dans du 
methanol (60 ml). Le pH a ete maintenu entre 9 et 11 par Taddition periodique 

35 de carbonate de sodium aqueux. Apres 2 heures la suspension a ete filtree et 
le residu a ete lave avec du methanol. Les etapes de lavage et de filtration ont 
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ete combinees et la suspension a ete soumise a evaporation a 45°C pour 
enlever le methanol. 

Le solide bleu resultant a ete decompose par agitation vigoureuse 
avec de I'acide chlorhydrique (15 ml) et de la glace (30 g). Le solide vert pale 
5 a ete enleve et dissout directement dans de I'eau chaude (100 a 120 ml). Un 
refroidissement et un ajustement du pH a 7,5 ont produit une grande quantite 
d'un precipite blanc. Celui-ci a ete enleve par filtration. Le residu a ete 
redissout dans un volume similaire d'eau chaude contenant de I'EDTA (300 
mg) pour enlever les traces d'tons cupriques et le pH a ete ajuste de nouveau 
to a 7,5. Le produit a ete isole sous la forme d'un solide blanc argente apres 
filtration et sechage (6,1 g; 52%). 
Exemple 3 

Synthese de O-mesitoyl-L-tyrosine 

La N-a-t-BOC-L-tyrosine (2,81 g; 10 mmole) a ete dissoute dans de 
15 la pyridine anhydride (15 ml). A cette solution a ete ajoute lentement du 
chlorure de 2,4-6 trimethylbenzoyle (1,92 g; 10,5 mmole). La temperature a ete 
maintenue entre 15°C et 25°C. Apres agitation pendant 30 mn, le melange 
reactionnel a ete verse sur de I'eau glacee. Le solide poisseux a ete soumis a 
une extraction dans du dichloromethane (2x50 ml) et la couche organique a 
20 ete lavee avec de I'eau (3x50 ml) et sechee sur du sulfate de magnesium 
anhydre. L'evaporation du solvant a conduit a Tobtention d'un solide vitreux 
qui cristallisait lentement. 

Le produit a ete deprotege en Je dissolvant dans une petite quantite 
d'acetate d'ethyle et par addition d'une solution de chlorure d'hydrogene (3 M) 
25 dans de I'acetate d'ethyle (5 ml). La solution agitee graduellement se deposait 
sous la forme d'un solide blanc. Une precipitation maximale a ete obtenue par 
I'addition de diethyl ether (30 ml). 

Le produit a ete enleve par filtration sous vide, lave avec de Tether 
et seche dans un dessiccateur sous vide (2,5 g; 69%). 
30 Exemple 4 

Synthese de N-in-mesitylene-2-sulphonyl-L-tryptophane 
Le N-a-t-BOC-N-in-mesitylene-2-sulphonyl-L-tryptophane, (1,0 g; 
1,5 mmole) a ete mis en suspension dans de Tacetate d'ethyle (5 ml) et une 
solution de chlorure d'hydrogene (3 M) dans de Tacetate d'ethyle (2,5 mi) a ete 
35 ajoutee a la solution agitee. Un precipite blanc s'est forme rapidement et s'est 
intensifie en meme temps que I'agitation. Apres 2 heures, la suspension a ete 
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filtree et le residu a ete lave avec de Tether, seche et stocke. Bien que la 
chromatographie en couche mince montrait seulement un composant (sous 
visualisation par ultraviolet), le produit etait probablement contamine avec du 
chlorure de dicyclohexylammonium. Aucun essai n'a ete effectue pour eniever 
5 ce contaminant et le produit a ete utilise tel que pour etre teste. Le rendement 
etait de 0,68 g. 

Exemple 5 

Synthese de N-im-(4-toluene-sulphonyl)-L-histidine 
La N-a-t-BOC-N-im-tosyl-L-histidine (1,0 g; 2,44 mmole) a ete 
10 dissoute dans une solution de chlorure d'hydrogene (3 M) dans de I'acetate 
d'ethyle (5 ml). Apres agitation pendant 2 heures, le compose a ete isole sous 
la forme d'un sel d'hydrochlorure comme decrit dans I'exemple 4 et donnait un 
solide blanc (0,64 g; 76 %). 

De la meme maniere, le 0-(2,6-dichlorobenzyl)-L-tyrosine, le N-im- 
15 benzyloxycarbonyl-L-histidine, et la Np-benzyloxymethy!-L-histidine ont ete 
prepares par des protections d'intermediaire commercialement disponibles 
pour la synthese des peptides. 

Des essais ont ete realises pour illustrer I'interet des composes de 
formule (!) selon l'invention pour la detection des bacteries du genre Proteus 
20 sur des milieux gelifies. 

Exemple 6 

Deux milieux ont ete prepares selon les techniques habituelles. lis 
ont la meme composition a Texception de I'agent de detection utilise pour la 
mise en evidence de Tactivite enzymatique de type desaminase. 
25 La composition des Milieux I et II pour un litre de milieu final est la 



suivante : 

Extrait coeur-cervelle (bioMerieux) 5 g/l 

bio-Soyase (bioMerieux) 5 g/l 

Tampon Tris (Prolabo) 1 g/l 

30 Phosphate monopotassique (Merck) 1 g/l 

Agar (bioMerieux) 17,5 g/l 

Citrate de fer ammoniacal (Sigma) 0,5 g/l 



Le pH des milieux a ete ajust6 aux environs de 7,2. 
Dans le Milieu I, Tagent de detection de Tactivite enzymatique de 
35 type desaminase utilise est Tacide-amine naturel L-Tyrosine a 1,5 g/l; dans le 
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Milieu II I'agent de detection de I'activite enzymatique de type desaminase 
utilise est le 4-O-toIuene-sulfonyl-L-tyrosine a 0,5 g/l. 

Sur ces deux milieux, 12 souches de bacteries ont ete directement 
cultivees en boite de Petri. Les souches provenant de la collection de la 
5 demanderesse, appartiennent aux especes suivantes : Escherichia coli (2 
souches), Enterobacter cloacae (1 souche), Klebsiella pneumoniae (1 souche), 
Morganella morganii (2 souche), Proteus mirabilis (2 souches), Proteus 
vulgaris (2 souches), Enterococcus faecalis. (1 souche), Staphylococcus 
saprophytics. (1 souche). De plus un melange d'une souche d'E. co//et d'une 
10 souche de P mirabilis a egalement ete cultive en boTte de Petri. Les boites ont 
ete incubees a 37°C pendant 48 heures. Les colonies formees ont ete 
examinees visuellement, respectivement apres 24 et 48 heures d'incubation 
selon les interpretations suivantes : 

- les colonies brunes correspondent a des souches produisant une 
15 desaminase appartenant a priori au groupe Proteus (ici representee par les 

especes : M. morganii, P mirabilis, P vulgaris) ; 

- les colonies blanches correspondent aux souches ne produisant 
pas I'enzyme precitee, elles appartiennent done a d'autres especes de 
bacteries qui seront alors a identifier a Taide des techniques habituelles ; 

20 - la diffusion du precipite brun autour de la colonie est appreciee 

selon une echelle semi-quantitative (nulle, faible, forte). 

Les resultats sont presentes dans le tableau I ci-apres : 
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TABLEAU I 







a 24 heures 


a 48 heures 






Colonies 


Diffusion 


Colonies 


Diffusion 


Especes 


Milieu 


brunes 


Nulle 


Faible 


Forte 


brunes 


Nulie 


Faible 


Forte 


E. coli 


I 






_ 


_ 


_ 


_ 


_ 


_ 


(2 souches) 


II 




_ 


_ 


_ 


- 


_ 






E. cloacae 


I 


_ 


_ 


_ 


_ 


_ 




_ 




(1 souche) 


II 


_ 


- 


- 


- 


_ 


- 


- 


_ 


K. pneumoniae 


I 


- 








1 




1 




(1 souche) 


!! 


















M. morganii 


I 


2 






2 


2 






2 


(2 souches) 


It 


2 


2 






2 


2 






P. mirabilis 


I 


2 






2 


2 






2 


(2 souches) 


II 


2 


2 






2 


2 






P. vulgaris 


I 


2 






2 


2 






2 


(2 souches) 


II 


2 


2 






2 


2 






E. faecalis 


I 


















(1 souche) 


II 


















S. saprophytics 


I 


















(1 souche) 


fl 



















* : nombre de souches, "-" = 0 



Comme cela ressort du tableau I ci-dessus, le procede selon 
5 I'invention permet une detection des bacteries du groupe Proteus. En effet 
pour la culture sur le Milieu I, on ne distingue qu'un type de colonies brun- 
translucide sur fond d'un milieu orange, alors que sur le milieu II selon 
Tinvention il ressort deux types de colonies : les unes brunes et les autres 
translucides sur fond d'un milieu incolore a brun au voisinage des colonies 
10 colorees. 

Exemple 7 

Bien que le procede selon Tinvention soit plus avantageusement 
adapte a la detection d'une activite enzymatique de type desaminase en milieu 
15 gelifie ou sur support solide, il peut egalement etre utilise en milieu liquide. 
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Deux milieux ont ete prepares selon les techniques habituelles. lis 
ont la meme composition a I'exception de Tagent de detection utilise pour 
reveler I'activite enzymatique de type desaminase. 

La composition des Milieux III et IV pour un litre de milieu final est la 



5 suivante : 

Extrait coeur-cervelle (bioMerieux) 5 g/l 

bio-Soyase (bioMerieux) 5 g/l 

Tampon Tris (Sigma) 1 g/l 

Phosphate monopotassique (Merck) 1 g/l 

10 Citrate de fer ammoniacal (Sigma) 0,5 g/l 



Le pH des milieux a ete ajuste aux environs de 7,2. 

Dans le Milieu III, Tagent de detection de I'activite enzymatique de 
type desaminase utilise est Tacide-amine naturel L-histidine a 1,5 g/l ; dans le 
Milieu IV Tagent de detection de I'activite enzymatique de type desaminase 
15 utilise est le de N-toluene-sulfonyie-L-histidine a 0,5g/L Les milieux ont ete 
repartis sterilement en tube a essai. 

Ces deux milieux ont ete inocules avec les 12 souches de bacteries 
decrites dans i'exemple 6. Les tubes ont ete incubes pendant 48 heures a 
37°C et examines visuellement apres 48 heures selon r interpretation 
20 suivante : 

• le brunissement du tube traduit la presence d'une activite 
enzymatique de type desaminase et done d'une bacterie du groupe Proteus, 

- ('absence de brunissement signifie ('absence de bacterie du 
groupe Proteus. 

25 Les resultats sont presentes dans le tableau II ci-apres : 
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TABLEAU II 





Brunissement du milieu 




a 48 heures 


Especes 


Milieu 


Fort 


Faible 


Nul 


E. coli 


III 




2 


_ 


(2 souches) 


IV 






2 


E. cloacae 


III 




1 


_ 


(1 souche) 


IV 






1 


K. pneumoniae 


III 


_ 


1 


_ 


(1 souche) 


IV 






1 


M. morganii 


in 


1 


1 




(2 souches) 


IV 


2 






P. mirabilts 


hi 


2 






(2 souches) 


IV 


2 






P. vulgaris 


in 


2 






(2 souches) 


IV 


2 






E. faecalis 


ut 


1 






(1 souche) 


IV 






1 


S. saprophyticus 


in 






1 


(1 souche) 


IV 






1 



: nombre de souches, "-" = 0 

Comme cela ressort du tableau II ci-dessus, en milieu liquide, 
5 Tagent de detection selon I'invention permet comme la L-histidine de 
differencier les bacteries appartenant au groupe Proteus de celles n'y 
appartenant pas, avec une sensibilite et une specificite elevee apres 48 
heures. 

10 Exemple 8 

Des essais ont egalement ete entrepris pour tester la possibility de 
detecter simultanement une activite enzymatique de type desaminase selon 
Tinvention ainsi qu'une autre activite enzymatique. 

Pour cela trois milieux ont ete prepares selon les techniques 
15 habituelles. Le premier (Milieu V) correspond au Milieu II de I'exemple 6 dans 
lequel le 4-O-toluene-sulfonyle-L-tyrosine a ete remplace par du 4-O-dansyl-L- 
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tyrosine a la meme concentration, le deuxieme (Milieu VI) correspond a ce 
meme milieu mais avec du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-glucoside a 0,1 g/l 
a la place du substrat de desaminase et le troisieme (Milieu VII) correspond au 
milieu VI additionne de 4-O-dansyl-L-tyrosine a 0,5 g/l. 
5 Sur ces trois milieux, les 12 souches de bacteries decrites dans 

I'exemple 6 ont ete directement cultivees en boite de Petri. De plus un 
melange d'une souche d'K. pneumoniae et d'une souche de P. mirabilis a 
egalement ete cultive en boite de Petri. Les boites ont ete incubees a 37°C 
pendant 24 heures. Les colonies formees ont ete examinees visuellement, 
10 apres 24 heures d'incubation selon les interpretations suivantes : 

- les colonies brunes correspondent a des souches produisant une 
desaminase appartenant a priori au groupe Proteus (ici representee par les 
especes : M. morganii, P. mirabilis, P. vulgaris) ; 

- les colonies bleues correspondent aux souches exprimant une 
15 activite &-D-glucosidase et hydroiysant le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 

(J-D-glucoside ; 

- les colonies blanches correspondent aux souches ne produisant 
pas les enzymes precitees. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III ci-apres : 
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TABLEAU III 







24 Heures 






Coloration des colonies 


cspeces 


Milieu 


Incolore 


Bleue 


Brun-Bleu 


Brune 




V 


2 








H. coii 


VI 


2 








(2 souches) 


VII 


1 






1 




V 


1- 








C CIU3Ca& 


VI 




1 






v i soucne) 


wit 
VII 




1 








V 


1 








i\. pnGurnoniaG 


\/l 

VI 




1 






V i soucne; 


VII 




1 








V 








2 


ivi. rnoryctnii 


VI 


2 








soucnesj 


VII 








2 




V 










rniraUHIS 


VI 


2 










\/ll 

VII 








2 




V 








2 


R vulgaris 


VI 




2 






(2 souches) 


VII 






2 






V 


1 








E. faecatis 


VI 




1 






(1 soucne) 


VII 




1 








V 


1 








S. saprophytics 


VI 


1 








(1 souche) 


VII 


1 









* : nombre de souches, = 0 

Comme cela ressort du tableau III ci-dessus, le procede selon 
Tinvention permet une detection des bacteries du groupe Proteus et n'interfere 
pas avec la detection des colonies IJ-glucosidase , y compris en melange. En 
effet pour la culture du melange de K. pneumoniae et de P. mirabilis, sur le 
Milieu VII, on distingue parfaitement les deux types de colonies, les unes 
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brunes et les autres bleues. Par ailleurs si une bacterie exprime 
simultanement les deux activates enzymatiques (fi-glucosidase et desaminase) 
ceia se traduit par la formation de colonies ayant une couleur resultant d'un 
melange de bleu et de brun, comme c'est le cas pour une souche de 
5 P. vulgaris sur le milieu VII. 

Exemple 9 

Le procede et composes selon Tinvention sont notamment 
parfaitement adaptes a Tisolement et a ('identification des micro-organismes 
10 urinaires. Le milieu VIII a ete developpe pour cette application, il a la 



composition suivante : 

Extrait coeur-cervelle (bioMerieux) 5 g/l 

bio-Soyase (bioMerieux) 5 g/l 

Tampon Tris (Sigma) 1 g/l 

15 Phosphate monopotassique (Merck) 1 g/l 

Citrate de fer ammoniacal (Sigma) 0,5 g/l 

4- O-toluene-sulfonyle-L-tyrosine 0,4 g/l 

5- bromo-4-chloro-3-indol- 

yl-(J-D-glucoside (Biosynth) 0,06 g/l 

20 6-chloro-3-indolyl-(S-D-glucuronide (Biosynth) 0,25 g/l 

Methyl-ft-D-glucuronide (Sigma) 0, 1 g/l 



Le pH des milieux a ete ajuste aux environs de 7,2. 
Sur ce milieu, 25 souches de bacteries ont ete directement cultivees 
en boite de Petri. Les souches provenant de la collection de la demanderesse, 

25 appartiennent aux especes suivantes : E. coli (3 souches), Citrobacter cliversus 
(2 souches), E. cloacae (2 souches), K. pneumoniae (2 souches), M. morganii 
(2 souches), P. mirabilis (3 souches), P. vulgaris (2 souches), E. faecalis. (2 
souches), Staphylococcus aureus (2 souches), S. saprophytics. (3 souches), 
Candida albicans (2 souches). De plus un melange d'une souche d'E. co//, 

30 d'une souche de K. pneumoniae et d'une souche de P. mirabilis a egalement 
ete cultive en boite de Petri. Les boites ont ete incubees a 37°C pendant 48 
heures. Les colonies formees ont ete examinees visuellement, respectivement 
apres 24 et 48 heures d'incubation selon les interpretations suivantes : 
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- les colonies brunes correspondent a des souches produisant une 
desaminase appartenant a priori au groupe Proteus (ici representee par les 
especes : M. morganii, P. mirabilis, P. vulgaris) ; 

- les colonies rose-tyrien correspondent a des souches produisant 
une fS-D-glucuronidase appartenant a priori a I'espece E. coli ; 

- les colonies bleues correspondent a des souches produisant une 
B-D-glucosidase, appartenant a priori soit au groupe des 
Klebsiella! EnterobacterlSerratia soit au genre Enterococcus ; 

- les colonies blanches correspondent aux souches ne produisant 
pas les enzymes precitees, el les appartiennent done a d'autres especes de 
bacteries ou de levures qui seront alors a identifier a I'atde des techniques 
habituelles. 

Les resultats sont presentes dans le tableau IV ci-apres : 



TABLEAU IV 









48 Heures 






Coloration des colonies 


Coloration des colonies 


Especes 


Milieu 


In colore 


Brune 


Gris-Vert 


Bleu 


Rose- 
tvrien 


Inco- 
lore 


Brune 


Gris- 
Vert 


Bleue 


Rose- 
tvrien 


E. coli 

(3 souches) 


vni 










3 










3 


C. diversus 
(2 souches) 


VIII 








2 










2 




E. cloacae 
(2 souches) 


VIII 








2 










2 




K. pneumoniae 
(2 souches) 


VIII 








2 










2 




14. morgan ii 
(2 souches) 


vra 




2 










2 








P. mirabilis 
(3 souches) 


vm 




3 










3 








P, vulgaris 
(2 souches) 


vra 






2 










2 






E. faecalis 
(2 souches) 


vra 








2 










2 




S. aureus 
(2 souches) 


vm 


2 










2 










S. saprophytics 
(3 souches) 


vm 


2 










2 










C albicans 
(2 souches) 


VIII 


2 










2 










Melange plurimicrobien 
(3 souches) 


vm 




1 




1 


1 




1 




1 


1 



* : nombre de souches, = 0 
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Comme cela ressort du tableau IV ci-dessus, le precede selon 
invention permet une detection des principales bacteries urinaires y compris 
en melange. En effet il est possible sur le milieu VIII de detecter quatre types 
de colonies differents (incolore, rose-tyrien, bleu et brun), meme dans le cas 
5 de culture plurimicrobienne. Un tel milieu est particulierement utile puisqu'il 
permet, des I'isolement, de detecter la tres grande majorite des micro- 
organismes urinaires simplifiant de ce fait et r identification, et I'analyse des 
echantillons les plus complexes, apportant done simultanement un gain dans 
la qualite de Tanalyse et dans son cout. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de detection et d'identification et/ou quantification d'une 
activite enzymatique de type desaminase de micro-organisme, selon lequel on 
met en contact un inoculum susceptible de contenir un micro-organisme ayant 

5 une activite desaminase avec un milieu de culture pour micro-organismes, 

caracterise en ce que le milieu de culture comprend au moins un 
agent de detection permettant de mettre en evidence, par formation d'un 
produit colore avec un agent revelateur, une activite enzymatique de type 
desaminase, 

10 ledit agent de detection est un L-acide amine cyclique de formule 

(I) generate suivante: 

R-CH 2 -CH-COOH (I) 
NH 2 

dans laqueile: 

15 - R represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X, identiques ou differents, 

- X represente un groupement limitant la diffusion de I'oc-keto acide produit par 
la desamination de Tacide-amine cyclique, 

le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 
20 n'interferant pas avec la fonction du groupement X. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'agent 
revelateur est un sel de cation. 

3. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'agent 
revelateur est ajoute au milieu de culture en meme temps que I'agent de 

25 detection. 

4. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'agent 
revelateur est ajoute au milieu de culture apres la mise en culture des micro- 
organismes. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce les micro- 
30 organismes detectes et identifies et/ou quantifies par I'activite enzymatique de 

type desaminase appartiennent au genre Proteus. 

6. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'on ajoute 
egalement audit milieu de culture au moins un autre agent de detection 
permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit colore ou 

35 fluorescent, une activite enzymatique differente de celle mise en evidence par 
le compose de formule generale (I). 
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7. Compose ayant la formule generate (I) suivante: 

R-CH 2 -CH-COOH (I) 
NH 2 

5 dans laquelle: 

- R represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X, identiques ou differents, 

- X represente un groupement limitant la diffusion de Pa-keto acide produit par 
la desamination de I'acide-amine cyclique, 

10 le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 
n'interferant pas avec la fonction du groupement X, 

a Pexception des composes im-benzyl-L-histidine, 1 et 3-methyl-L-histidine, O- 
benzyl-L-tyrosine, O-carboxybenzoyle-L-tyrosine, O-dansyl-L-tyrosine, O- 
methyl-L-tyrosine et 4-, 5-, 6- et 7-methyl-L-tryptophane. 
15 8. Agent de detection comprenant au moins un compose de formule 

generate (I) suivante: 

R-CH 2 -CH-COOH (I) 
NH 2 

20 dans laquelle: 

- R represente un radical d'acide-amine cyclique, substitue par 1 a 3 
groupements X ( identiques ou differents, 

- X represente un groupement limitant la diffusion de I'a-keto acide produit par 
la desamination de Tacide-amine cyclique, 

25 le compose de formule (I) pouvant etre substitue par differents groupements 

n'interferant pas avec la fonction du groupement X. 

9. Agent de detection selon la revendication 8, caracterise en ce 

que R est substitue par un groupement X et X est choisi parmi les 

groupements hydrophobes. 
30 10. Agent de detection selon les revendications 8 et 9, caracterise 

en ce que X est choisi parmi le naphtalene-sulfonyle, le tosyl-sulfonyle, le N- 

ind-metisylene-sulfonyle. 

11. Agent de detection selon la revendication 9, caracterise en ce 

qu'ii est le 0-(2-naphtalene-sulfonyl)-tyrosine. 
35 12. Agent de detection selon la revendication 9, caracterise en ce 

qu'ii est le 4-0-toiuene-sulfonyl-L-tyrosine. 
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13. Agent de detection selon la revendication 9, caracterise en ce 
qu'il est le N-toluene-sulfonyl-L-histidine. 

14. Procede de preparation des composes selon la revendication 7 
et des agents de detection selon la revendication 8, comprenant les etapes 
suivantes: 

(a) - formylation du reste R, 

(b) - addition d'un sel de X sur le reste R formyle selon (a), 

(c) - deformylation du reste R substitue selon (b). 

15. Milieu de culture de micro-organismes comprenant, outre les 
ingredients necessaires a la culture desdits micro-organismes, au moins un 
agent de detection selon Tune quelconque des revendications 8 a 13. 

16. Milieu de culture selon la revendication 15, caracterise en ce 
que la concentration ponderale du ou des agents de detection est comprise 
entre 0,025 et 5 g/l de milieu de culture. 

17. Milieu de culture selon les revendications 15 et 16, caracterise 
en ce que concentration ponderale du ou des agents de detection est 
comprise entre 0,1 et 2 g/l, de preference entre 0,3 et 0,6 g/l. 

18. Milieu de culture selon la revendication 15, caracterise en ce 
qu'il comprend egalement un agent revelateur, de preference un sel de cation, 
par exemple du citrate de fer ammoniacal. 

19. Milieu de culture selon la revendication 15, caracterise en ce 
qu'il est sous forme gelose. 

20. Milieu de culture selon les revendications 15 a 19, caracterise 
en ce qu'il comprend egalement au moins un autre agent de detection 
permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit colore ou 
fluorescent, une activite enzymatique differente de celle mise en evidence par 
le compose de formule generate (I). 
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